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論文内容要旨
 p27姻はuniversalcyclindependentkinaseinhibitorとして細胞増殖抑制の要であるばか
 りでなく,個体発生における器官形成や細胞分化,さらには細胞の癌化抑制においても重要な役
 割を果たすことが明らかになっている。またp27姻は,乳癌をはじめ胃癌,肺癌などの多岐に
 わたる腫瘍において予後規定因子であることが証明され,当教室の片寄らはp27ψ'が各種癌細
 胞株においてアポトーシスを誘導し,その癌抑制遺伝子類似の機能を有することを証明した。そ
 して当教室の山本はp27姻を組み込んだアデノウイルスベクター(Adp27)を用いて,その誘
 導されるアポトーシスがFas/FasL経路を経由していることを証明し,現在論文投稿中である。
 乳癌に対する治療法には,局所再発やリンパ節転移に対する手術や放射線などの局所療法と,
 遠隔転移などに対する化学療法や内分泌療法などの全身療法とがあり,その転移を抑えることが
 重要である。
 本論では,Adp27を用いることで局所ならびに遠隔転移に対してもその腫瘍効果を期待して,
 乳癌に対する遺伝子治療に着目し,またAdp27よりもさらに強力な遺伝子治療を考え,その発
 現されるp27姻蛋白自体にも着目してみた。p27馴蛋白は,ユビキチン化を介する分解機構と
 ユビキチン化を介さない限定分解による2つの機構でその活性効果の制御が行われている。前者
 はサイタリンE/Cdk2によりアミノ酸187番目のスレオニンをリン酸化される。そこでp27刷
 蛋白のアミノ酸Thr187/Pro188からMet187/lle188に変異させた変異型p27剛を用いること
 により,その部位のリン酸化から始まるp27捌蛋白のユビキチン・プロテアソーム系による分
 解機構を抑制し,野生型p27嗣蛋白よりも安定化させることができる。その変異型p27姻を組
 み込んだアデノウイルスベクター(Adp27-mt)を用いて乳癌細胞株に対して,発現する蛋白に
 変異を加えその蛋白の分解を阻害し,安定な蛋白を発現させ,その効果を持続させるという新た
 な見地からより強力な遺伝子治療の可能性に注目した。
 乳癌細胞株MDA-MB-231を用いて,Adp27-mtを感染させ,Westemblotanalysisから
 Adp27-wtよりもp27ψ'蛋白をウイルス濃度依存性に強く発現することを認めた。また免疫沈
 降解析により変異型p27姻蛋白のユビキチン化が抑制されていることを確認した。細胞周期の
 検討では,感染後24時間の細胞周期はAdp27-mtならびにAdp27-wtでともにS期の細胞数
 の低下を認め,G1/Sarrestが示唆された。しかし48時間の解析ではAdp27-wtが24時間
 同様G1/Sarrestを示したが,一方Adp27-mtではG2/M期の細胞数の増加を認め,G2/M
 arrestを誘導していることが示唆された。細胞周期のG1/S期への移行には主にcyclinD/E,
 CDK4/6が関与し,G2/M期への移行には主にcyclinA・B,Cdc2が関与していると言われ
 ている。そこでcyclinやCdkなど細胞周期に関与する蛋白の発現を確認してみると,濃度なら
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 びに時間依存性にcyclinA・B,Cdc2蛋白の発現低下を認めた。一方cyclinDの発現はAdp
 27-wtよりAdp27-mtが強く発現していることが確認できた。これらの結果が,直接Adp27-mt
 でみられるG2/Marrestの機構を解明には至らないが,何らかの関与をしているものと思われ
 た。
 さらにアポトーシスの検討では,Sub-Glpopulation,TUNEL,そしてWestemblotにお
 けるPARPclevageなどからAdp27-mtがよりAdp27-wtより強くアポトーシスを誘導するこ
 とが確認できた。またMTTassayを用いたcellgrowthinhibitionの解析では,乳癌細胞株
 MDA-MB-231とZR-75-1の2種類の細胞株で,Adp27-mtは有意な差(p=0.01)を認め,そ
 のIC5。はAdp27-wtより約5倍,3.5倍であった。しかし乳癌細胞株MCF-7においては,その
 効果に差は認められなかった。Westemblotにて各種癌細胞株の内在性p27剛蛋白の発現を確
 認してみると,MCF-7のみでその内在性p27剛蛋白の発現が認められ,他の乳癌細胞株MDA-
 MB-231やZR-75-1では,その発現はみられなかった。このことから内在性p27剛蛋白の発現
 が,アデノウイルスベクターによる細胞傷害活性に対して抵抗性を示したものと推測された。
 さらにSCIDmiceにヒト乳癌細胞の皮下腫瘍モデルを作成し,この腫瘍に対して各種
 Adenovirusを腫瘍局注し,その抗腫瘍効果を確認するinv'ソ。実験を行った。contro1として
 PBSのみ(UI),あるいはコントロールウイルス(AdNu11)を腫瘍局注したものでは,時間と
 ともにその腫瘍径ならびに体積の増加を認めた。一方でAdp27-wtならびにAdp27-mtを腫瘍
 局注したものでは,両者ともにその腫瘍体積の増加率は減少傾向を示したが,8週目ではAdp
 27-mtの方が腫瘍径の大きさや腫瘍体積に有意な差を認めた(p<0.001)。
 これらのことより本論文で乳癌に対して,1nv"roならびに皮下腫瘍モデルの実験からAdp27-
 mtを用いることで野生型に比べより強いapoptosis,そして抗腫瘍効果を誘導することを証明
 し,変異型p27棚はより強力な遺伝子治療への応用に寄与する可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 p27姻はuniversaicyclindependentkinaseinhibitorとして細胞増殖抑制の要であるばかり
 でなく,乳癌をはじめ胃癌,肺癌などの多岐にわたる腫瘍において予後規定因子であることが証
 明され,当教室の片寄らはp27嗣が各種癌細胞株においてアポトーシスを誘導し,その癌抑制
 遺伝子類似の機能を有することを証明した。本研究では,アミノ酸Thr187/Pro188からMet
 187/lle188に変異させた変異型p27姻を用いることにより,その部位のリン酸化から始まる
 p27姻蛋白のユビキチン・プロテアソーム系による分解機構を抑制し,野生型p27馴蛋白より
 も安定化させ,その変異型p27棚を組み込んだアデノウイルスベクター(Adp27-mt)を用いて,
 より強力な遺伝子治療の可能性に注目した。
 各種乳癌細胞株の内在性p27剛蛋白の発現を確認し,その発現が認められなかったMDA-
 MB-231細胞株を主な対象に行った。Adp27-mtを感染させ,WestemblotanalysisからAdp
 27-wtよりもp27馴蛋白をウイルス濃度依存性に強く発現することを認めた。また免疫沈降解析
 により変異型p27剛蛋白のユビキチン化が抑制されていることを確認した。細胞周期の検討で
 は,感染後24時間の細胞周期はAdp27-mtならびにAdp27-wtでともにG1/Sarrestが示唆
 された。一方48時間の解析では,Adp27-mtではcyclinA/B,Cdc2蛋白の発現低下とともに
 G2/Marrestを誘導していることが示唆された。さらにアポトーシスの検討では,Sub-Gl
 population,TUNEL,そしてWestemblotにおけるPARPclevageなどからAdp27-mtがよ
 りAdp27-wtより強くアポトーシスを誘導することが確認できた。またMTTassayを用いた
 cellgrowthinhibitionの解析では,乳癌細胞株MDA-MB-231とZR-75-1の2種類の細胞株で,
 そのIC5。はAdp27-wtより約5倍,3.5倍であった。さらにSCIDmiceを用いた'nv'ソ。実験を
 行った。その結果,Adp27-wtならびにAdp27-mtを腫瘍局注したものでは,その腫瘍体積の
 増加率は減少傾向を示したが,8週目ではAdp27-mtの方が腫瘍径の大きさや腫瘍体積に有意
 な差を認めた。
 本研究は乳癌に対して,加v1∫roならびに皮下腫瘍モデルの実験からAdp27-mtを用いること
 で野生型に比べより強いapoptosis,そして抗腫瘍効果を誘導することを証明し,変異型p27姻
 はより強力な遺伝子治療への応用に寄与する可能性を与えたという意味で,学位論文に値する重
 要な研究といえる。
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